軟骨に対する過度な機械的負荷時のFAK-MAPKsカスケードによる炎症反応メカニズムの解明 by Yanoshita, Makoto
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㌾㦵⣽⬊࡟࠾࠸࡚㐺ᗘ࡞ຊᏛⓗ㈇Ⲵࡣ⣽⬊እ࣐ࢺࣜࢵࢡࢫ ( ECM ) ࡢᜏᖖᛶ⥔ᣢ࡟ᚲせ࡛࠶
ࡿࡀࠊ⏕⌮ⓗチᐜࢆ㉸࠼ࡿ㐣ᗘ࡞ᶵᲔⓗ㈇Ⲵࡣ⅖⑕཯ᛂ࡜ࡇࢀ࡟⥆ࡃ ECM ࡢ◚ቯࢆᘬࡁ㉳ࡇ
ࡍࡇ࡜࡛㛵⠇⅖࡞࡝ࡢ㌾㦵⑌ᝈࡢ୍ᅉ࡜࡞ࡿࠋ 
 ᡃࠎࡣࠊࡇࢀࡲ࡛࡟㌾㦵⣽⬊࡟࠾࠸࡚㐣ᗘ࡞ᶵᲔⓗ㈇Ⲵ᫬࡟ࠊ࣓࢝ࣀࣞࢭࣉࢱ࣮ࡢ୍✀࡛࠶
ࡿ࢖ࣥࢸࢢࣜࣥࢆ௓ࡋࡓࢩࢢࢼࣝఏ㐩࡟ࡼࡾ⅖⑕཯ᛂࡀច㉳ࡉࢀࡿྍ⬟ᛶ࡟ࡘ࠸࡚ሗ࿌ࡋࡓࠋ
ࡲࡓࠊ࢖ࣥࢸࢢࣜࣥࡢάᛶ໬࡟క࠸ࠊ࢖ࣥࢸࢢࣜࣥࡢ Focal adhesion kinase ( FAK ) ࡬ࡢ⤖
ྜࡀࢺ࣮ࣜ࢞࡜࡞ࡾ⣽⬊ෆࡢࢩࢢࢼࣝఏ㐩ࡀ⏕ࡌࡿࡇ࡜ࡀ᫂ࡽ࠿࡜࡞ࡗ࡚࠸ࡿࠋࡋ࠿ࡋ࡞ࡀ
ࡽࠊ㌾㦵⣽⬊࡟࠾ࡅࡿᶵᲔⓗ㈇Ⲵཷᐜ᫬ࡢ FAK ࡢᶵ⬟࡜⅖⑕཯ᛂ࡜ࡢ㛵ಀ࡟ࡘ࠸࡚ࡣ୙࡛᫂
࠶ࡿࠋࡑࡇ࡛ᮏ◊✲࡛ࡣࠊ㐣ᗘ࡞ᶵᲔⓗ㈇Ⲵཷᐜ᫬ࡢࢩࢢࢼࣝఏ㐩࡟࠾ࡅࡿ FAK ࡢᶵ⬟࡜⅖
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1. ჾᐁᇵ㣴࡟ࡼࡿୗ㢡㢌㧗㈇Ⲵࣔࢹࣝࢆస〇ࡋࠊୗ㢡㢌㌾㦵⣽⬊࡟࠾ࡅࡿ㧗㈇Ⲵཷᐜ᫬ࡢ
FAK 㜼ᐖ๣ࡢᙺ๭ࢆ᳨ウࡋࡓࠋ 
13㐌㱋 Wistar ⣔㞝ᛶࣛࢵࢺࡢୗ㢡㢌㌾㦵ࢆ᥇ྲྀࡋࠊ20g ࡢศ㖡ࢆ⏝࠸࡚ᶵᲔⓗ㈇Ⲵࢆ
௜୚ࡋࡓ≧ែ࡛ 10 μM ࡢ FAK 㜼ᐖ๣ῧຍ⩌࡜㠀ῧຍ⩌࡟࠾࠸࡚ჾᐁᇵ㣴ࢆ⾜ࡗࡓࠋ24
᫬㛫ᚋ࡟ୗ㢡㢌⾲ᒙࡼࡾୗ㢡㢌㌾㦵ࢆ᥇ྲྀࡋࠊCOX-2ࠊIL-1βࠊTNF-αࠊMMP-3 ࠾ࡼࡧ
MMP-13ࡢ㑇ఏᏊⓎ⌧࡟ࡘ࠸࡚ࣜ࢔ࣝࢱ࢖࣒ PCR ゎᯒࢆ⾜࠸ FAK 㜼ᐖ๣ࡢస⏝ࢆ᳨
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2. EC ⣽⬊ᰴ AT805 ࠿ࡽᶞ❧ࡉࢀࡓ࣐࢘ࢫ⬇ᛶ⭘⒆ᛶ⣽⬊⏤᮶ࡢࢡ࣮ࣟࣥ໬⣽⬊ᰴ 
ATDC5 ࢆ㌾㦵ศ໬ㄏᑟᚋࠊFlexcell Strain Unit® ( FX – 2000, Flexcell Corp ) ࢆ⏝࠸
࡚ 10% ࡢ⣽⬊ఙᒎࠊẖศ 30ࢧ࢖ࢡࣝ (1⛊ఙ㛗/㸯⛊ᘱ⦆)ࡢ㐣ᗘ࡞࿘ᮇⓗఙᙇ่⃭ 
( CTS ) ࢆ ATDC5 ࡟㈇ⲴࡋࡓࠋCOX-2ࠊIL-1βࠊTNF-αࠊMMP-3 ࠾ࡼࡧMMP-13ࡢ
㑇ఏᏊⓎ⌧࡟ࡘ࠸࡚ࣜ࢔ࣝࢱ࢖࣒ PCR ゎᯒࢆ⾜ࡗࡓࠋ 
3. CTS ᫬ࡢ FAK ᶵ⬟ࡢゎ᫂ࡢࡓࡵࠊ2. ࡜ྠᵝ࡟㌾㦵⣽⬊࡟ᑐࡋ࡚ CTS ௜୚ 0, 5, 10, 
30, 60, 180 ศᚋࡢ FAK ࡢࣜࣥ㓟໬ࢱࣥࣃࢡ㉁࡟ࡘ࠸࡚ Western blot ゎᯒࢆ⾜ࡗࡓࠋ
ࡲࡓࠊFAK 㜼ᐖ๣ࢆῧຍᚋࠊCTS ࢆ௜୚ 3 ᫬㛫ᚋࡢ COX-2ࠊIL-1βࠊTNF-αࠊMMP-3 
࠾ࡼࡧ MMP-13 ࡢ㑇ఏᏊⓎ⌧࡟ࡘ࠸࡚ࣜ࢔ࣝࢱ࢖࣒ᐃ㔞 PCR ゎᯒࢆ⾜࠸ FAK 㜼ᐖ๣
ῧຍ⩌ ( 0.1 μMࠊ1 μM࠾ࡼࡧ 10 μM )ࠊ㈇Ⲵ࣭㠀ῧຍ⩌࠾ࡼࡧ㠀㈇Ⲵ࣭㠀ῧຍ⩌࡟ࡘ࠸
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⾜ࡗࡓࠋࡲࡓࠊ FAKࠊ p-38ࠊ ERK ࠾ࡼࡧ JNKࡢྛࣜࣥ㓟໬㜼ᐖ๣࡟ࡼࡿ CTS ᫬
ࡢ COX-2ࠊIL-1βࠊMMP-13 ࡢࢱࣥࣃࢡ㉁࡟ࡘ࠸࡚ Western blot ゎᯒ࡟ࡼࡿẚ㍑᳨ウ
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COX-2ࠊIL-1βࠊTNF-αࠊMMP-3࠾ࡼࡧMMP-13ࡢ㑇ఏᏊⓎ⌧ࡣ 10 μM ࡢ FAK 㜼ᐖ
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2. ᇵ㣴㌾㦵⣽⬊ ࡟ᑐࡍࡿ 10%ࡢ CTS௜୚ᚋ 1᫬㛫࡛ࠊIL-1β ࠊTNF-αࠊMMP-3 ࠾ࡼࡧ
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COX-2ࠊMMP-13  ࡢࢱࣥࣃࢡⓎ⌧ࣞ࣋ࣝࡢẚ㍑࡛ࡣࠊྛ㜼ᐖ๣ῧຍ࡟ࡼࡾྠᵝ࡟ᢚไ
ࡉࢀࡓࠋ 
 ௨ୖࡢࡼ࠺࡟ࠊᮏㄽᩥࡣࠊ㌾㦵⣽⬊ࡢᶵᲔⓗ㈇Ⲵཷᐜ᫬ࡢ FAK-MAPKࢩࢢࢼࣝࡢᙺ๭ࢆึ
ࡵ࡚᫂ࡽ࠿࡟ࡋࡓࠋࡇࡢࡇ࡜ࡣኚᙧᛶ㛵⠇⑕࡞࡝ࡢ᪂ࡓ࡞἞⒪ᶆⓗࢆ♧၀ࡍࡿࡶࡢ࡛࠶ࡿࠋ
ࡼࡗ࡚ࠊᑂᰝጤဨ఍඲ဨࡣࠊᮏㄽᩥࡀ༤ኈ㸦ṑᏛ㸧ࡢᏛ఩ࢆᤵ୚࡟ࡍࡿ࡟༑ศ࡞౯್࠶ࡿࡶࡢ
࡜ㄆࡵࡓࠋ 

ูグᵝᘧ➨ ྕ㸦➨ ᮲➨ 㡯㛵ಀ㸧

᭱⤊ヨ㦂ࡢ⤖ᯝࡢせ᪨

༤ኈࡢᑓᨷศ㔝ࡢྡ⛠ ༤ኈ㸦ṑᏛ㸧
Ặྡ ▮㔝ୗ ┿
Ꮫ ఩ ᤵ ୚ ࡢ ᮲ ௳ Ꮫ఩つ๎➨ ᮲➨ۑ ࣭ 㡯ヱᙜ
ㄽ ᩥ 㢟 ┠
㌾㦵࡟ᑐࡍࡿ㐣ᗘ࡞ᶵᲔⓗ㈇Ⲵ᫬ࡢ FAK - MAPKs ࢝ࢫࢣ࣮ࢻ࡟ࡼࡿ⅖⑕཯ᛂ࣓࢝ࢽࢬ࣒
ࡢゎ᫂
᭱⤊ヨ㦂ᢸᙜ⪅

୺  ᰝ   ᩍᤵ   ྜྷᏊ ⿱஧    ༳

ᑂᰝጤဨ   ᩍᤵ   ஧ᕝ ᾈᶞ

ᑂᰝጤဨ   ෸ᩍᤵ  Ṋ▱ ṇ᫭                


ࠝ᭱⤊ヨ㦂ࡢ⤖ᯝࡢせ᪨ࠞ
ุ ᐃ   ྜ ᱁ 
 
 ୖグ 3ྡࡢᑂᰝጤဨ఍ጤဨ඲ဨࡀฟᖍࡢ࠺࠼ࠊᖹᡂ 29ᖺ 12᭶ 20᪥ࡢ➨ 8ᅇᗈᓥ኱Ꮫ
◊✲⛉Ⓨ⾲఍㸦ṑᏛ㸧ཬࡧᖹᡂ 30ᖺ 2᭶ 13᪥ᮏጤဨ఍࡟࠾࠸࡚᭱⤊ヨ㦂ࢆ⾜࠸ࠊ୺࡜ࡋ
࡚ḟࡢヨၥࢆ⾜ࡗࡓࠋ 
 
1) ኚᙧᛶ㛵⠇⑕ࡢ࣓࢝ࢽࢬ࣒࡟ࡘ࠸࡚ 
2) ࢖ࣥࢸࢢࣜࣥ-FAK-MAPKࢩࢢࢼࣝࢆᶆⓗ࡜ࡋࡓ⮫ᗋᛂ⏝࡟ࡘ࠸࡚ 
3) ㌾㦵⑌ᝈࠊࡑࡢ௚ࡢ⑌ᝈ࡟࠾ࡅࡿ FAKࡢᙺ๭࡟ࡘ࠸࡚ 
4) ⮫ᗋ⑕ᡤぢ࡟ᑐᛂࡋࡓᐇ㦂ࣔࢹࣝ࡟ࡘ࠸࡚ 
5) ␗࡞ࡿᶵᲔⓗ㈇Ⲵ᫬ࡢ⣽⬊ᛂ⟅࡟ࡘ࠸࡚ࡢ⪃ᐹ 
6) ᝿ᐃࡉࢀࡿ᳨ドᐇ㦂࡜௒ᚋࡢㄢ㢟࡟ࡘ࠸࡚ 
 
 ࡇࢀࡽ࡟ᑐࡋ࡚ᴟࡵ࡚㐺ษ࡞ゎ⟅ࢆ࡞ࡋࠊᮏጤဨ఍ࡀᮏேࡢᏛ఩⏦ㄳㄽᩥࡢෆᐜཬࡧ㛵
ಀ஦㡯࡟㛵ࡍࡿᮏேࡢᏛ㆑࡟ࡘ࠸࡚ヨ㦂ࡋࡓ⤖ᯝࠊ඲ဨ୍⮴ࡋ࡚࠸ࡎࢀࡶᏛ఩ࢆᤵ୚ࡍࡿ
࡟ᚲせ࡞Ꮫ㆑ࢆ᭷ࡍࡿࡶࡢ࡜ㄆࡵࡓࠋ  





